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論文内容要旨
 人胎盤性(}・nad・tr・pinについて,これまで多くの研究者が純化を試みたが未だに真に単
 一の物質と認められるものは得られなく,近年,二つの異ったG・nad・tr・pinに分離したとい
 う報告畢、みられるようになった。一方,このHCGと下垂体性LHとは生物学的活性がほぼ同じ
 である上に,免疫学的にも交叉反応を有し,区別し難いものとされてきた。このようにLH活性を
 示す蛋白ホルモンはその単一性や相互関係にあいまいな点が多く,絨毛性腫瘍から産生される
 G。nad。tropinや,異所性Gonad・tr・pin産生性腫瘍から分泌されるホルモンを分析す
 る上でも一つの障害となっている。これらのホルモンは糖蛋白の一種であることは知られているが,
 HCGとLHでは含有している糖の割合が異り,とくにneuraminidaseでsiaiicacid
 を分離するとしHは生物学的活性が下らないのに対し,HCGは大部分の活性が失われると言われ
 ている。私はNIH-1・H及びHCGを同一の条件でneuraminidaseとincubateし,両者
 の活性の下ちる割合にはつきりした相違のあることを確認し,これをもとに胎盤組織及び妊娠血中
 のG。nad・tr・pinについて不活性化の面から検討を加えた。neu耳aminidaseとしては
 市販の,Cholera菌抽出物である乾燥RDEを用いた恭,この物質は不働化した血清を基質と
 して活性を測定したところ,1解当り21単位のneuraminldase活性があった。最適pHは
 6.2だった。温度は37℃で行い,緩衝液としてO.025M燐酸緩衝液を用いた。MH-LH-S14
 をこのR・DEとipcubateしたところ,1時間で89.0±7.6%,2時間でg2.4±22.9%,
 3時・間で73.5±46,6%,の活性力～のこり,これに対して市販のHC(}をincubateしたとこ
 ろ,1時間で24.8±10.4%,2時間で20,6±12.1%,3時間で17.5±4、8%と,1時間
 で約80%の活性は失われるがそれ以後の活性低下はゆるやかで,約20%の活性の下ちにくい部
 分のあることがわかった。更に塑当り5917iuと純化したHCGについて同様のincロbat1on
 を行なったところ31時間で5.0±3.0%,2時間で8.3±3.0%,3時間で11.6±6.0%と市
 販のHCGよりも低下率は大であるが,やはり10%近くの活性の下ちにくい部分は存在した。し
 かし1時間以後に酵素活性そのものが低下していることも考えられるので,同じ条件で4時間まで
 酵素活性を測定したが,活性は充分残っていることがわかった。妊娠初期及び末期の胎盤から松島
 の方法でG・nad・tr・p圭nを抽出した。始めに胎盤を少量の水でh・m。genateし,胎盤19
 に対して4麗の割合に水を加え,ammoniaでpHを9.0とし,撮枠抽出し,翌日塩酸でpHを
 5.0としacet・neを30%となるまで加えて一夜放臨翌日濾過し,濾液にacet。neを75%
 となるまで加え,沈澱を遠心分離し,もう一度pH9.0の希alnm。nia水で抽出し,透析後凍結
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 乾燥した。この方法で妊娠初期胎盤からは組織19当り1.5～7.0昭の抽出物が得られ,その1・H
 活性は10～50μ9NエH-LH-S1/囎あった。末期胎盤からは胎盤19当り,0、4～3.0㎎
 の抽出物が得られLH活性はL7～20μ9NIH-1・H-S14/卿だつた。次に血清からFluhmann
 の方法でGonadotropinの抽出を行なった。これは血清をetherで2回洗い,95%ethyl-
 alc。h。iを6倍量加えて遠心し,沈澱からpH4、4の等張酢酸緩衝液で抽出し,再び95%
 e曲yialc・h・1を加えて沈澱を遠心分離し,減圧乾燥する方法で血清1認から4.0～25.0解
 の抽出物が得られ・LH活性は妊娠初期のものは3・0～15・0μ9NIH-1・H-S14/卿5末期の
 ものはしO～3・2μ9NIH-LH-S14/解だつた・
 これらのG・nad。tr・Pinを前記RDEと37℃,2時間1ncuba士eし9活性の下ちる割合
 をみた。妊娠初期胎盤からの抽出物は約20%の活性がのこり,末期の胎盤では50%近くの活性
 がのこった。これに対して血清から抽出したものは妊娠初期,末期いずれも20%以下で,互に有
 意の差はなかった。結局,妊娠初期胎盤,妊娠初期血清,妊娠末期血清からの抽出物は市販のHCG
 と同じレベルの活性低下率であるが,妊娠末期胎盤は有意に高く活性が残存することがわかった。
 次にこれら抽出物のsia至酸含量を測定した。希硫酸で80℃,30分加水分解しWarrenの
 TiobarbituricacldMeth・dで行なった。まず市販のHCGでは4、4μ9/解,NIH-
 1、H-S14はg.29/解含まれていた。妊娠初期胎盤からの抽出物は2、4～5.3μ9/習3末期胎
 盤では2.5～4.2μ9/解,初期血清では3.3～7.4μ9/㎎,末期血清では2.6～7.6μg/解
 で,一般に血清の方がやや高い傾向を示し,とくに末期血清は,胎盤よりも5%の危険率で有意に
 高かった。これらのことからNeuraminidaseでincubateして活性の下ちにくい部分は
 胎盤組織とくに末期の胎盤に多く,血中,及び市販HCGの抽出源である尿中では低いことがわか
 る。しかし,その前にこのinc耳bati・nの際の条件が全く同一かどうか検討してみる必要があ
 る。溶媒,pH,温度,反応時間,酵素濃度いずれも一定であるが,基質の蛋白濃度,とくにこの
 場合影響が大ぎいと思われるsia1・pr・te1nの濃度はやや異っている。基質のGoPadotro-
 plnとしての活性濃度は予備実験を行なってほぼ一定としたが血清からの抽出物は単位重量あた
 りの活性が低いので蛋白濃度は高く,したがって血清の方が活性が下ちにくい条件にあるといえる。
 又s三ai酸濃度も反応液中では血清からの抽出物の方が高いので,siaiopr・teinも当然血
 清の方が高く,sia1酸が分離される比率は血清の方が低いと思われる。これらの条件にもかかわ
 らず,血清中のGonadotropinの方が活性が高い割合で低下するということは次のようなこと
 が考えられる。胎盤でつくられるG・na廿otr・pinは,はじめはneuraminiαaseで活性の
 下ちにくいものであるが,血液中に分泌されるとぎに大部分が不活性化されやすい形に構造が変化
 する。あるいは,胎盤ではS玉al酸含量が多く,不活性化されやすいものと,sial酸含量が少
 く不活性化されにくず・一奢めと二種類めG。.、d。t,。pi、がっくられ,不活注化されセとくいもの
 'が末期に多くつくられる。
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 審査結果の要旨
 妊娠初期と妊娠末期の胎盤組織及び血清からG・nad・tr・pmを抽出し,これをCh・lera
 菌から抽出したneuraminidaseとincubateして,LH活性の不活性化率をみた。またこ
 れら抽出物のsia1酸含量も測定し,活性の落ちぐあいと比べた。
 胎盤組織から抽出したG。nadotr・pi・は,37℃,2時間のlncロbationで,妊娠初期
 のものは約20%の活性が残り,妊娠末期のものは有意に高く36%の活性が残った。血清から抽
 出したGo・ad・tr。pinは,妊娠時期にかかわらず,約20嘱の活性が残った。
 これら抽出物のsla1酸含量は0.4～O.5%だったが,妊娠末期胎盤からの抽出物だけは有意に
 少く,0.29士O.08嘱だつた。すなわち,妊娠末期胎盤から抽出したGonad・tropinはne-
 uraminidaseとのincubati㎎による活性残存率は高く,siai酸含量は低い。
 LHの国際標準品であるNIH-LH-Sを同じ条件でincubateしたところ,88.6%
14
 の活性が残った。市販のHCGは20.6妬まで活性が低下し5917国際単位/叩と精製したHCG
 は8・3循しか活性が残らない。これらの物質のsial酸含量は,NIH-LHがしO3%,市販
 HCGは0.69囑,精製したHCGは5.7嘱であった。以上のことから,HCGでは活性が高いも
 の程sfai酸含量は多く,不活性化されやすいので,siai酸がHCGの活性部分に特異的に含ま
 れていることがうかがわれる。また,LHにも少量のsial酸が含まれているが,neuramin-
 idaseとのincubati・nでは活性低下はあまりみられず,このsial酸はLH活性とは関係
 の少い部分に含まれているものか,この種のneuraminidaseでは解離しがたい結合をして
 いるものと思われる。
 以上の如く本研究はenzymeのG・nad。tr。pin活性に及ぼす影響を解明した点に,学位授
 与の価値ありと認める。
 一124一
